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Beschreibung

Die Erfindung betrifft eine rekombinante Desoxyribonuldeinsaure (ONA) aus Aspergilius, bevorzugt aus Aspergilius
foetidus, die fir eine Lysophospholipase (LPL, Phospholipase B, 2-Lysophosphatidylcholin-Acylhydrolase, IUB 3.1.1.5)
codiert, Vektoren, die diese DNA sowie weitere DNA-Sequenzen zur Expression des LPL-Gens enthalten, sowie mit
diesen Vektoren transformierte filamentose Pilze, die die rekombinante DNA exprimieren kénnen. Weiterhin betrifft die
Erfindung Enzymprodukte, die eine mittels der rekombinanten filamentdsen Pilze hergestelite rekombinante LPL ent-
halten, sowie Verfahren zur Verbesserung der Filtration von Starkehydrolysaten mittels der rekombinanten LPL.

Bei der Hersteliung von Starkehydrolysaten besteht die Schwierigkeit, die entstehende hochkonzentrierte Lésung
von Glucoseoligomeren von verbleibenden Trubstoffen durch Filtration zu befreien. Diese Trubstoffe bestehen ganz
oder teilweise aus Phospholipiden, die durch Phospholipide spaltende Enzyme hydrolysiert werden, wodurch der Fil-
trationsvorgang beschleunigt wird,

Phospholipide spaltende Enzyme, die fir diese Anwendung geeignet sind, sind in der EP 0 219 269 und von
Konieczny-Janda, G. und Richter, G.: Starch/Starke (1991), 43(8). S. 308-315 beschrieben. Das EP 0 219 269
beschreibt eine Phospholipase aus Aspergillus niger, die Xylanase und p-Glucanase in geeigneten Verhaltnissen ent-
hait und die Filtrationsteistung bei der Kldrung von Maltose-Sirup von 100 aut 300 I/h - m2 erhéht. Konieczny-Janda und
Richter isolierten aus Glucoamylase von Aspergillus niger ein Enzym, das die Lysophospholipide der Weizenstarke
partiell hydrolysiert, so daB die unléslichen Bestandteile aggregieren und damit fillrierbar werden. Das isolierte Enzym
spaltet Weizen-Lipide und synthetische Lysophospholipide.

Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine kostenganstige Lysophospholipase for die Filtration
von Stérkesirup, speziell Maltose-Sirup, der durch §-Amylase-Behandlung von Maltodextrinidsungen gewonnen wurde,
bereitzustelten. Ferner soll die Lysophospholipase frei von Giucoamylasen und Transglucosidasen sein. Weiterhin soll
die Lysophosphofipase durch einen transformierten Wirtsorganismus in grofien Mengen produziert werden kénnen. Mit
dem Enzym sollen Préparate hergestellt werden kdnnen, die sich besonders gut zur Hydrolyse von Lysophospholipiden
und somit zur Klarung von Starkehydrolysaten eignen.

ErfindungsgemaB wird die Aufgabe geldst durch eine aus Aspergillus isolierbare rekombinante Desoxyribonulde-
insaure (DNA), die dadurch gekennzeichnet ist, daB sie fir eine Lysophospholipase {LPL) codiert und die in SEQ 1D
NO 1 far die reife LPL angegebene Nukleotidsequenz oder eine davon abgeleitete Nukleotidsequenz, die unter strin-
genten Bedingungen mit der in SEQ ID NO 1 {ur die reife LPL angegebenen Nukieotidsequenz hybridisiert, aufweist.
Bevorzugt wird die DNA aus Aspergillus foetidus isoliert.

Mit dieser DNA konnen Vekdoren, insbesondere Plasmide, hergesteilt werden, mit denen Aspergillus-Stamme oder
Trichoderma reesei-Stamme transformiert werden kdnnen. Aus den erhaltenen Transformanten kénnen dann solche
Stamme selektiert werden, die LPL in hohen Mengen exprimieren und sezernieren. Digse transformierten Wirtsorga-
nismen erlauben wiederum Verfahren zur Herstellung der LPL in hohen Mengen. Aus den so gewonnenen Fermenta-
tionssaften kdnnen LPL-haltige Enzymprodukte hergesteltt werden, die besondérs gut zur Hydrolyse von
Lysophospholipiden geeignet sind. Durch die Auswahl des Wirtsorganismus ist es maglich, die Lyscphospholipase mit
hoher Ausbeute und im wesentlichen frei von stérenden Enzymen wie Glucoamylasen und Transglucosidasen herzu-
steflen, so daB mit dem erfindungsgeman hergesteliten Enzymprodukt die Filtration von Maltose-Sirup in hGherem
MaBe beschleunigt und gleichzeitig die Bildung von unerwiinschten Nebenprodukten in dem geldarten Sirup verringert
werden kann als dies mit konventionell hergesteliten Praparaten moglich ist.

Die Edindung wird anhand der folgenden Figuren naher erlautert.

Die Figur 1 zeigt die Plasmidkarte des Vektors pKC9.

Die Figur 2 zeigt die Plasmidkarte des Vektors pKC3.

Die Figur 3 zeigt die Plasmidkarte des Vektors pKC12.

Die folgenden Mikroorganismen wurden bei der Deutschen Sammiung von Mikroorganismen und Zellkulturen
{DSM}), Mascheroder Weg 1B, 38124 Braunschweig, Deutschland, gemaB den Bestimmungen des Budapester Vertra-

. ges hinterlegt:
A foetidus RH3046: Hinterlegungsnummer DSM 10652
E. coli DH5a pKC3: Hinterdlegungsnummer DSM 10653
E. coli DH5a pKC9: Hinterlegungsnummer OSM 10654
E. coli DHS5a pKC12: Hinterlegungsnummer OSM 10655
Retombinante DNA

Die Erfindung betrifft eine rekombinante DesoxyribonuKleinsaure (DNA), isolietbar aus Aspergillus foetidus, die
dadurch gekennzeichnet ist, daB sie fur eine Lysophospholipase (LPL) codiert und die in SEQ (D NO 1 tir die reife LPL
angegebene Nuldeotidsequenz oder eine davon abgeleilete Nuldeotidsequenz, die unter stringenten Bedingungen mit
der in SEQ ID NO 1 fir die reife LPL angegebenen Nuleotidsequenz hybridisiert, aufweist
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Die in SEQ ID NO 1 dargestelite Sequenz entspricht dem chromosomalen LPL-Gen aus A. foetidus RH3046 mit
5™ und 3-flankierenden Sequenzen. Unter der Nukleotidsequenz firr die reife LPL wird die gemi8 SEQ ID NO 1 erhal-
tene, fir das Strukturgen der LPL ohne das Signalpeptid codierende DNA-Sequenz verstanden. Die Nukleotidsequenz
tur die reife LPL sind somit diejenigen Exon-Sequenzen, die fur die Aminosauren 1 (Ser) bis 270 (Leu) codieren.

Die Erfindung betrifit weiterhin eine von der Nukleotidsequenz far die reife LPL abgeleitete Nukleotidsequenz. Dar-
unter sind Nukleotidsequenzen zu verstehen, die von der in SEQ 1D NO 1 angegebenen Nukleotidsequenz abweichen,
aber unter stringenten Bedingungen mit dieser DNA fir die LPL hybridisieren.

Der Begriff “stringente Hybridisierungsbedingungen” ist dem Fachmann gelautig (siehe z.B. Maniatis et al., (1982),
Motecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, New York). Stringente Hybridisierungsbedin-
gungen sind solche, unter denen nur DNA-Molekdie mit einem hohen Homologiegrad, z.B. > 85 %, miteinander hybri-
disieren. Die Stringenz der Versuchsbedingungen kann z.B. durch die Hybridisierungstemperatur oder durch die
Salzkonzentration der Hybridisierungslésung eingestelit werden.

Vom LPL-Strukiurgen abgeleitete DNA-Sequenzen kdnnen z.B. Abweichungen in der Nukleotidsequenz, ohne
Abweichungen in der Aminosauresequenz, bedingt durch die Degeneration des genetischen Codes, aufweisen.
Ebenso kdnnen geringfugige Abweichungen in der Nukleotidsequenz auch zu funktionell unwesentlichen Anderungen
in der Aminosduresequenz des Enzyms fithren. Weitgehend homologe Gene, die mittels der vorfiegenden Erfindung
aus anderen Stammen von A. foetidus oder nah verwandten Aspergillus-Arten isoliert werden kénnen, sind daher ein-
geschlossen. Die Erfindung umfaft auch Fusionsproteine, die fir die enzymatische Funktion des Proteins wesentiiche
Teile der Teile des LPL-Gens bzw. davon abgeleitete Nukleotidsequenzen aufweisen.

Die Sequenzbeschreibung gemas SEQ 1D NO 1 enthalt weiterhin die vor der Nukleotidsequenz fiir die reife LPL
liegende codierende Sequenz fir das Signalpeptid, beginnend mit der Aminosaure 1 (Met) bis 21 (Pro). AnschlieBend
folgt ein Propeptid mit sechs Aminosauren, von Position 22 (Ala) bis 27 (Arg). Vor der Signalpeptidsequenz liegt die
funktionelle Promotorregion des LPL-Gens (Nukleotid 1 bis 1608). Hinter dem Strukturgen befindet sich das TAA-Stop-
codon sowie eine als Transkriptionsterminator funktionelle Region (Nulleotide 2654 bis 3650). Die Sequenzbeschrei-
bung gemaB SEQ 1D NO 1 gibt die gesamte Aminosauresequenz der LPL mit dem Signalpeptid wieder.

Die erfindungsgemase rekombinante DNA kann durch die Isolierung eines LPL-Gens aus dem Genom eines LPL-
produzierenden Aspergilius-Stammeas, insbesondere eines A. foetidus-Stammes, 2.B. aus A. foetidus RH3046, erhal-
ten werden. Dazu wird RNA und/oder DNA aus dem Zelimateriat des Aspergillus-Stammes gewonnen.

Far die Isolierung der RNA wird das Zelimaterial bevorzugt in einem Medium gezdchtet, in dem der Stamm mdg-
lichst viel LPL produziert, da in diesem induzierten Zellmaterial der Gehalt an LPL-spezifischer RNA héher als in nicht-
induziertem Zellmaterial ist. Dadurch wird ein hoherer Anteil an LPL-spezifischer cDNA bei der cDNA-Synthese
erhalten, wodurch die Isolierung der LPL-cDNA erleichtert wird.

Geeignete Anzuchtmedien sind 2.B. Minimalmedien Rir Pilze, denen Lysolecithin enthaltende Bestandteile, z.B.
eine Fraktion aus Soja, zugesetzi ist. Bei maximalem LPL-Titer im Medium erfoigt die Zeflernte vorteilhafterweise durch
das Einfrieren des ablfiltrierten Mycels in flassigem Stickstoff. ’

Aus dem Zellmaterial kann die Praparation von RNA in an sich bekannter Weise erfolgen. Dazu wird das Mycel z.B.
in Gegenwarl von Detergentien wie SOS (Natriumdodecylsulfat) unter flissigem Stickstoft homogenisiert und die RNA
durch Phenol-, Phenol-Chioroform-Extraktionen, ggf. unter Zusatz von Isocamylalkohol, gewornen. Die RNA wird
anschlieBend aus der wéBrigen Phase durch Zusatz von Salzen, wie z.B. Lithiumnchiorid, ausgefalit.

Aus der RNA kann in an sich bekannter Weise mittels reverser Transkriptase (RNA-abhangige DNA-Polymerase)
zunachst eine komplementére einzelstrangige DNA erzeugt werden. Dazu wird die RNA mit einer Mischung von Des-
oxynukleosidiriphosphaten (dATP, dCTP, dGTP und dTTP), einem Otigo(dT)-Primer, der mit dem Poly(A)-Ende der
mMRNA hybridisiert, und einer reversen Transkriptase, z.B. der reversen Transloiptase des Moloney-Maus-Leukamie-
Virus (M-MulV). inkubiert, die eine komplementare einzelstrangige DNA erzeugt.

in einem zweiten Schyitt wird dann zu der einselstrangigen DNA mit der DNA-Polymerase wiederum ein Komple-
mentarstrang synthetisiert, so daB nun eine doppelstrangige cDNA vorliegt. Die Ausbeute an LPL-spezilischer cDNA
kann mittels der Tag-DNA-Polymerase in an sich bekannter Weise mit der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) um ein
Vielfaches erhdht werden. Dazu wird die einzelstrangige cONA mit einer Mischung von Desoxynukleosidtriphosphaten,
einer entsprechenden Teilsequenz des Qligo{dT)-Primers fir die Riclkreaktion und einem fir die Hinreaktion LPL-spe-
zifischen Primer inkubiert. Der LPL-spezifische Primer wird aus der Aminosauresequenz der LPL abgeleitet und soll
theoretisch nur mit einem bestimmten Bereich der einzelstrangigen LPL-cDNA hybridisieren. Die cDNA-Synthese wird
mit der Taq-DNA-Polymerase gestartet und verlauft somit nur in einem definierten Bereich, d.h. zwischen zwei Oligo-
nuideotiden. Die PCR-Produkte werden gereinigt und in das Plasmid pUC18 insertiert. Nach der Transformation in E.
coli DH5a kann die Plasmid-DNA aus den ausgewdhlten Kolonien prapariernt und anschlieBend mit einer radioaktiv
markierten DNA-Sonde hybridisiert werden. Die GDNA-Insertion eines positiven Klons wird sequenziert. Eine Uberein-
stimmung der von der Nukleotidsequenz abgeleiteten Aminosauresequenz mit der durch Edman-Abbau bestimmten
Sequenz bestatigt das gesuchte LPL-Gen.

Die gewonnene LPL-cDNA kann als Gensonde fir die Southern-Hybridisierung und die genomische Klonierung
der LPL benutzt werden.
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Die Isolierung des chromosomalen LPL-Gens kann durch direkte Klonierung der mit Restriktionsenzymen hydro-
lysierten chromosomalen DNA in das Plamid pUUC18 erfoigen. )

Genomische DNA kann unabhangig von den Anzuchtbedingungen der Zeflen aus dem Mycel gewonnen werden.
Bevorzugt ist eine Anzucht des Zellmaterials in einem Vollmedium far Pilze, z.B. Sabouraud-Bouillon. Die isolierung der
DNA aus dem Zelimaterial kann in an sich bekannter Weise durch Homogenisierung des Zellmaterials in einem Puffer,
z.B. 100 mM Tris-HCI, pH 7.5, 300 mM NaCl, 200 mM EDTA, und anschiieBende Extraktion mit Phenol, Chloroform-
isoamylalkohol erfolgen. Die DNA wird durch Zusatz von Ethano! und Natriumacetat aus der wabBrigen Phase prazipi-
tiert. Sie wird mit einem Restriktionsenzym, 2.B. BamH, vollstandig gespalten und anschiieBend in einem Saccharose-
Gradienten nach Gro8e fraktioniert. Aufgrund des Ergebnisses aus der Southern-Hybridisierung werden die Fraktionen
mit DNA-Fragmenten der Gro8e von ca. 9 bis 10 kb gesammeit. Nach der Fallung der DNA mit Ethanol wird die DNA
in den Vektor pUC18 insertiert. Nach der Transformation in E. coli DH5a kénnen die gesuchten LPL-Transformanten
mittels Koloniehybridisierung identifiziert werden. Die Charakterisierung der isolierten DNA erfolgt in an sich bekannter
Weise durch Restriktionsanalyse und anschlieBende Sequenzierung, z.B. nach der Sanger-Methode.

Ourch den Vergleich der cDNA-Sequenz mit der Sequenz des chromosomalen Gens 128t sich die Lage der Exon-
und Intron-Sequenzen bestimmen.

Veldoren zur Expression der LPL in Asperqillus- oder T. reesei-Stammen

Die Erindung betrifft weiterhin einen Vektor, enthaltend

a) DNA-Sequenzen zur Replikation des Vektors in E. coli,

b) DNA-Sequenzen zur Expression und Sekretion eines Polypeptids in einem Aspergillus-Stamm oder in einem Tri-
choderma reesei-Stamm, die fir einen Promotor, eine Signalpeptidsequenz und optional fur einen Terminator
codieren,

c) eine tar ein Polypeptid codierende DNA-Sequenz, die funktionell mit den DNA-Sequenzen nach b) verbunden
ist,

der dadurch gekennzeichnet ist, daB die DNA-Sequenz nach c) eine Nukleotidsequenz entsprechend der in SEQ D
NO 1 tur die reife LPL angegebenen Nukleotidsequenz oder eine davon abgeleitete Nukleotidsequenz, die unter strin-
genten Bedingungen mit der in SEQ ID NO 1 fur die reife LPL angegebenen NuKeotidsequenz hybridisiert, aufweist.

Die DNA-Sequenzen nach a) werden bendtigt, um die Vektor-DNA in E. coli, z.8. E. coli DHSaq, vermehren zu kédn-
nen. Eine derartige DNA-Sequenz kann ein Phage, z.8. der Phage EMBL3, ein Cosmid oder bevorzugterweise ein
Plasmid sein. Geeignete Plasmide sind z.B. pBR322, pUC18 oder pUC19 oder ggaf. Fragmente dieser Plasmide, die
zumindest den Replikationsorigin und einen Selektionsmarker fir E. coli enthatten.

Die Vektoren enthalten weiterhin DNA-Sequenzen nach b), die in Aspergillus-Stammen oder in T reesei-Stammen
2ur Expression und Sekretion des Genprodukts des LPL-Gens nach ¢) fdhren. Diese DNA-Sequenzen nach b) sind mit
dem LPL-Gen funktionell verbunden. Dies sind 2.B. 5- und 3'-flankierende Sequenzen, wie 5' des Gens angeordnete
Promotoren, eine Signalpeptidsequenz, 3' des Gens angeordnete Terminatoren. Weitere funidionefle DNA-Sequenzen,
die vorhanden sein knnen, sind z.B. Ribosomenbindungsstellen tar die Translation, Enhancer oder "Upstream Acti-
vating Sequences™ oder Polyadenylisrungsfunktionen.

Signalpeptidsequenzen sind 5' unmittelbar vor dem Strukturgen liegende, fir Aminosauren codierende DNA-
Sequenzen, die bei extrazelluldren Proteinen vorkommen und gemeinsam mit dem Strukturgen transkribiert und trans-
latiert werden. Bei der Sekretion des Proteins aus der Zelle werden die Signalpeptidsequenzen abgespalten, wodurch
das eigentliche “reife” Protein entsteht. Eine Signalpeptidsequenz ist somit notwendig, um die Sekretion der LPL aus
der Wirtszelle zu erreichen. Ebenso sind ein Promotor und ein Terminator zur Initiation der Translation bzw. zur Termi-
nation der Transkription des Gens notwendig. ’

Es kann sich dabei um den natirich im Chromosom von A. foetidus liegenden Promotor, die Signalpeptidsequenz
und/oder den Terminator des LPL-Gens handeln. Ebenso kannen die funidionellen DNA-Sequenzen von anderen
Genen stammen, deren Produkte in Pilzstammen der Gattung Aspergillus oder in T. reesei exprimiert und sezerniert
werden.

Beispiele fir Gene, die geeignete funktionelle DNA-Sequenzen aufweisen, sind z.B. das TAKA~Amylase A-Gen
aus A. oryzae (EP 0 238 023), das Pektinesterase-Gen oder das Polygalakturonidase-Gen aus A. niger (EP 0 388 593),
das Glucoamylase-Gen aus A. awamori (EP 0 215 594), das Cellobiohydrolase-Gen | (cbh 1) aus T. reesei (EP 0 244
234).

Die DNA-Sequenz nach ¢) enthatt das LPL-Strukturgen oder eine davon abgeleitete DNA-Sequenz. Diese DNA-
Sequenz kann 2.B. in Form eines chromosomalen Gens mit den natirlich enthaltenen Introns oder als von der Messen-
ger-Ribonuldeinsaure (MRNA) abgeleitete cDNA ohne Introns enthalten sein.

Ein erfindungsgemaBer Vektor ist z.B. das Plasmid pKC3 (siehe Figur 2). Das Plasmid besteht aus dem aligemein
bekannten E. coli-Plasmid pUC19 sowie einem HindliVEcoRI-Restriktionsfragment aus der chromosomalen DNA von
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A.foetidus RH3046. Das Restriktionstragment enthalt das Strukturgen der LPL mit der natdrfichen. fir das Signalpeptid
codierenden DNA-Sequenz sowie den natirlichen 5’ vor dem Gen liegenden Promotor- und 3' hinter dem Gen liegen-
den Terminationssequenzen. Die vor und hinter dem Strukturgen einschlieBlich der Signalpeptidsequenz liegenden
DNA-Sequenzen sind funktionell und fahren zur Expression und Sekretion in filamentdsen Pilzen der Gattung Asper-
gillus, 2.B. in Stammen von A. foetidus, A. niger, A. phoenicis, A. oryzae oder A. sojae.

Dem Fachmann sind hinreichend Methoden bekannt, mit deren Hilfe ein Gen mit funktionellen DNA-Sequenzen,
z.B. einem anderen Promotor oder einer Signalpeptidsequenz, in einem Vektor kombiniert werden kann (siehe 2.B.
Maniatis et al., (1982), Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, New York). Die
Nukleotidsequenz tir das reife LPL-Gen oder eine davon abgeleitete Nukieotidsequenz kann daher auch mit anderen
funktionellen Sequenzen als den in pKC3, pKC9 oder pKC12 vorhandenen funktionelien DNA-Sequenzen verbunden
werden, die zur Expression und Sekretion der LPL in einem fiament6sen Pilz der Gattung Aspergilius oder in T. reesei
geeignet sind. )

Von besonderer Bedeutung fiir die Expressionshohe sind vor allem funktionelle Promotorsequenzen. Hierbei han-
delt es sich um DNA-Sequenzen von c¢a. 500 bis 2000 Basenpaaren Linge, die jeweils 5" vor dem Startcodon eines
Aspergillus- oder eines T. reesei-Gens liegen.

Solche DNA-Sequenzen kormen z.B. als Restriktionsfragmente isotiert werden und mit Restriktionsfragmenten
des LPL-Gens einschlieBlich der Signalpeptidsequenz ligiert werden. Dabei kénnen nichtkompatible Restriktionsspalt-
stellen oder Bereiche ohne geeignete Restriktionsspaltstelien z.8. durch synthetisch hergestefite Ofligonukleotide (ber-
brickt bzw. ersetzt werden, so daB die urspringliche DNA-Sequenz erhalten bleibt. Auf diese Weise kann die DNA-
Sequenz des LPL-Gens einschlieBlich des Signalpeptids unverandert erhalten bleiben und mit einer ebenfalls unver-
anderten Promotorsequenz funktionell verbunden werden.

Zur Erhdhung der Expression kann der natarliche Promotor gegen einen anderen ausgetauscht werden. Es sind
zahlreiche geeignete Promotoren bekannt. Geeignet ist z.B. der TAKA-Amylase-Promotor aus A. oryzae (siehe EP 0
238 023) zur Expression in A. oryzae- oder A. sojae-Stammen, der gpdA-Promotor aus A. nidulans (PUNT et al. (1987),
Gene 56, S. 117-124) zur Expression in A. nidulans-, A. niger-, A. phoenicis-, A. japonicus-, A. foetidus- oder A. awa-
mori-Stdmmen. Geeignet fir die Expression in einem T. reesei-Stamm ist z.B. der cbh1-Promotor aus T, reesei (EP-A-
0 244 234).

Als Terminator wird die natirliche, hinter dem Strukturgen liegende chromosomale Terminator-Sequenz geman
SEQ 1D NO 1 bevorzugt. Je nach dem zur Expression verwendeten Stamm oder der verwendeten Promotorsequenz
kann es von Vorteil sein, zusétzlich die natirliche Leadersequenz oder auch die Terminationssequenz auszutauschen,
um eine nochmals verbesserte Expression und Sekretion zu erreichen. Geeignet ist 2.8. der trpC-Terminator aus A.
nidulans (PUNT et al., a.a.0.) oder der Pektinesterase-Terminator aus A. niger (EP 0 388 593).

Transformierte Aspergillus- oder Trichoderma-Sldmme zur grofitechnischen Produktion von L PL

Die erindungsgemiBen Plasmide konnen bei der Transformation von Aspergillus- oder Trichoderma reesei-Stam-
men verwendet werden. Die Plasmide kénnen dabei mehrach ins Genom der Wirtsstamme integriert werden. Durch
die Erhéhung der Anzahi der Genkopien und/oder die zusatzliche Verwendung starkerer Promotoren kann die LPL-Pro-
duktivitat bedeutend erhoht werden. Aus einer Vielzahl von Transformanten kénnen solche mit besonders hcher Pro-
duktivitat ausgewahit werden. Durch die Forderung der LPL-Produktivitat treten zugleich Nebenaktivitaten, wie eine
unerwiinschte Glucoamylase-Aktivitat, in den Hintergrund. ErindungsgemaB transformierte Stamme eignen sich
daher besonders gut zur groBtechnischen Produktion von LPL-Enzymprodukden.

Besonders geeignet zur Expression und Sekretion der LPL sind Pilzstamme von Arten, deren gute Produktionsei-
genschaften fir Enzyme bekannt sind. Bevorzugt sind insbesondere Stamme der Arten A. niger, A. awamori, A
phoenicis, A. japanicus, A. foetidus, A oryzae oder A. sojae sowie T. reesei. Geeignete Stamme konnen aus dffentlich
zuganglichen Stammsammiungen, wie z.8. ATCC, DSM, CBS oder NRRL, erhalten werden. Geeignete Wirtsstamme
sind 2.B. insbesondere A. awamori ATCC 11360, A. foetidus ATCC 10254 und ATCC 11359, A. japonicus 16873, A. ory-
zae NRRL 695, A. niger ATCC 10864, A. phoenicis CBS 136.52 sowie T. reesei ATCC 26921. Besonders geeignet ist
A. sojae DSM 10090. Ebentalis besonders geeignet ist der Gendonorstamm A. foetidus RH3046 (vgl. Seite 3).

Die Transformation der Pilzstamme kann mit Hilfe bekannter Methoden vorgenommen werden. EP 0 184 438 (US
4 885 249) beschreibt z.B. eine Transformationsmethode far A. niger, bei der als Selektionsmarker das argB-Gen aus
A. nidulans verwendet wird. EP 0 238 023 beschreibt im Beispiel 9 eine generell anwendbare Transformationsmethode
tur A. oryzae-Stamme. Dabei wird das Plasmid p3SR2 mit dem amdS-Gen aus A. nidulans als Selektionsmarker ver-
wendet. EP 0 244 234 beschreibt die Transformation von T. reesei mit diesem Veklor. Die Transformation von A. niger
mit p3SR2 wird von Kelly und Hynes (1985), EMBO Journal 4, S. 475-479, beschrieben. Fgr Stamme der Arten A.
niger, A. awamori, A. japonicus, A. phoenicis und A. foetidus kann bevorzugt der Vektor pAN7-1 (PUNT et al. (1987),
Gene 56, S. 117-124) verwendet werden. Transtormanten kénnen dann anhand der Resistenz gegen Hygromycin B
selektiert werden.

Fur die Transformation von A. sojae wird ein drittes Selektionsprinzip genutzt, da die verwendeten Stamme dieser
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Art sowohl Acetamid veswerten wie auch gegen Hygromycin B resistent sind. Durch Selektion auf chlorhaitigem Nahr-
boden werden Mutanten isofiert, deren Nitratreduktase-Gen (niaD) defekt ist, die atso nicht mehr mit Nitrat als alleiniger
Stickstofiquelle wachsen (Cove, D.J. (1976) Heredity 36, 191-203). Durch Transformation mit dem Plasmid pSTA10
(Uniles, S.E. et al. (1989) Mol. Gen. Genet. 218, 99-104), aul dem sich die intakte Information fr das Nitratreduktase-
Gen befindet, wird der Defelt ausgeglichen, so daB die Transformanten mit Nitrat als alleiniger Stickstoffquelle wach-
sen, wahrend die nicht transformierten Zellen im Wachstum zurickbleiben.

2ur Transformation werden zunichst aus vegetativen Zellen oder auch aus Konidiosporen unter Enzymeinwirkung
Protoplasten in einem osmotisch stabilisierten Medium erzeugl. Zu diesem werden (iblicherweise nach mehreren
Waschschritien die zu transformierende Plasmid-DNA in Gegenwart von Polyethylenglyko! (PEG) und CaCl, zugege-
ben, was 2ur Aufnahme der DNA in die Zellen fuhrt. Nach der Transtormation werden die Protoplasten auf osmotisch
stabifisiertem Medium regeneriert, wobei eine Selektion auf solche Zellen erfolgt, die ein Markergen aufgenommen
haben.

Die Transformation der Pilzstamme erfolgt bevorzugt nach dem Co-Transformationsveriahren, bei dem ein Plasmid
mit einem Selektionsmarker fir Aspergillus- oder T. reesei-Stamme und ein erfindungsgemaser Vektor - eine Phagen-
DNA oder eine Cosmid-DNA oder bevorzugt ein Plasmid mit dem LPL-Gen - gleichzeitig zu den zu transformierenden
Zellen zugegeben werden.

A. sojae DSM 10090 kann beispielsweise mit den Plasmiden pSTA10 und pKC9 co-transformiert werden. Es kon-
nen dann nitratverwertende Transformanten selektiert werden.

Unter den insgesamt erhaltenen Transformanten miissen dann solche mit erhdhter oder besonders hoher LPL-
Produktivitat ausgewahit werden. Diese Auswahl kann z.B. aufgrund der LPL-Produktivitat der Transformanten in
Schittelkoben getroffen werden.

ur Herstellung von LPL mit ei indungsgemag transformierten Wirtsorganismus
Der transformierte Wirtsstamm kann in einem geeigneten Medium in Submerskultur inkubier! werden. Geeignete
Medien sind solche, in denen filamentdse Pilze ein gutes Wachstum zeigen, insbesondere solche, in denen zugleich
eine gute Bildung der LPL erfolgt. Gut geeignet sind Medien, von denen bekannt ist, da8 der jeweilige Aspergitlus- oder
T reesei-Wirtsstamm ein gutes Wachstum zeigt und zugleich LPL bildet. Besonders glinstig auch im Hinblick auf

kostenguinstige Medien ist die Verwendung billiger Naturprodukte als Nahrbodenbestandteile, wie z.B. Maisquellpulver’

oder Maisqueliwasser, Roggenkieie, Weizenkleie, Kartoffeldextrin, Maltodextrin, Kartoffelprotein, Melasse elc.. Giinstig
ist ebenfalis die Verwendung von Ammoniumsaizen als N-Queflen, z.B. Ammoniumsuliat. Der Fachmann kann sich an
tur die Fermentation von Aspergillus- oder Trichoderma reesei-Stimmen bekannten Medien orientieren und durch Ver-
suche besonders geeignete Medien heraustfinden. Ein geeignetes Medium kann 2.8. 5 % Maltodextrin und 3 % Mais-
quellpulver in Leitungswasser enthalten.

Die Herstellung der LPL kann durch Submersfermentation erfolgen. Die Beimpfung kann dabei Gblicherweise aber
eine Impfkaskade von einer Kulturrohrchen- oder einer Petrischalenkultur Gber Schttelkolben, ggt. einen oder mehrere
Vorfermenter in einen Hauptfermenter erfolgen. Eine tibliche Fermentationsdauer betragt ca. 30 bis 120 Stunden bei
ca. 28°C unter aeroben Bedingungen. Nach Abbruch der Fermentation wird das Zellimaterial, z.B. durch Filtration abge-

trennt und der LPL-haltige Kultursaft geerntet und gereinigt. Der Kultursaft kann zu flossigen oder trockenen LPL-Pro-’

dukten, z.B. durch Ultrafiltration, Sprihtrocknung oder Sprihgranulation, weiterverarbeitet werden. Auf diese Weise
kénnen LPL-Enzymprodukte hergestelit werden, die zur Hydrolyse von Lysophosphatiden geeignet sind.

Anwendung des erfindungsgeméBen LPL-Enzymproduktes

Die Hydrolyse-Reaktion wird am besten im Temperaturbereich von 20 bis 65°C, vorzugsweise von 35 bis 55°C, in
5 bis 24 Stunden unter Rahren durchgefihrt. ZweckmaBig werden die Ausgangssirupe in einer Aufschiammung oder
Losung mit einem Festgehalt von S bis 35 Gew.-% eingesetzt. Der pH-Wert liegt im allgemeinen im Bereich von 4 bis
5, vorzugsweise bei 4,5,

Vorzugsweise wird das Verfahren einstufig durchgetthit, indem man die LPL einwirken 1a8L ZweckmaBig sind pro
kg Trockensubstanz des Sirups 250 bis 800 Einheiten an LPL. Dabei kdnnen unter Verwendung der rekombinanten
LPL wesentfich hohere FluBraten erzielt werden als dies etwa mit der in EP 0 219 269 beschriebenen konventionefien
LPL moglich ist. .

Ourch Pasteurisieren des Sirups wird Gblicherweise das Enzym LPL inaktiviert.

Oie folgenden Beispiele ertautern die Erfindung naher.

™
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Beispiele
{Prozentangaben in den Beispielen bedeuten Gew.-% soweit nicht anders angegeben.)

Beispiel 1
Beiniqung der LPL aus A. foetidus

1500 mi Kulturretentat von A. foetidus RH3046 wurden, um die elektrische Leitfahigkeit herabzusetzen, ber eine
Sephadex G25-Saule (Pharmacia) entsalzt und auf Puffer A (20 mM Tris-HCI, pH 7.0 + 5 mM Ca-Acetat) umgepuffert.
Die aulgefangene Enzymidsung hatte eine Leitfahigkeit von 3,5 mS/cm.

In einem weiteren Schritt wurde eine lonenaustauschchromatographie an DEAE-Fractogel (Merck) vorgenommen.
Dazu wurden 2440 mi der umgepufierten entsalzten Enzymidsung in mehreren (9) Ansatzen auf eine DEAE-Fractogel-
Saule (Hohe 235 mm, Durchmesser 50 mm) aufgetragen. Die Saule wurde mit Puffer A gespiilt. Die Elution erfolgte in
einem kontinuierlichen Gradienten von Puffer A zu Puffer B (Puffer A + 1 M NaCl). Es wurde bei einer Elutionsge-
schwindigkeit von 12 mi/min eluiert, und Fraktionen zu je 18 mi wurden aufgefangen.

Die Fraktionen wurden auf Anwesenheit der LPL getestet. Dies geschah durch Messung der LPL-Aktivitat. Eine
LPL-Einheit ist danach definiert als die Enzymmenge, die in einer 0,010 molaren waBrigen Losung von Lysolecithin bei
pH 4.5 und 55°C eine Hydrolysegeschwindigkeit von 1 Mikromo! pro Minute bewirkt.

Die Messung der LPL-Aktivitat wurde wie folgt ausgefahrt: 0, 1 mi Enzymidsung wurden zu 0,5 mi bei 55°C vortem-
perierter Substratibsung (0.01 M Lysolecithin, Sigma Best.-Nr. L4129, in 0,01 M Na-Acetat-Puffer, pH 4,5) gegeben.
Nach 1 min und nach 10 min Reaktionszeit bei 55°C wurden jeweils 0,1 mi dieses Ansatzes zu 1 mf auf 37°C vortem-
periertes (5 min) Reaktionsgemisch A (Test der Fa. Boehringer Mannheim, "Freie Fettsauren, Habmikrotest™, Best.-Nr.
1383175; Reaktionsgemisch A enthalt 11 mi K-Phosphat-Putfer, pH 7,8, Tribromhydroxy-Benzoesaure, Mg-Chlorid und
Stabilisatoren, sowie eine Tablette, die ATP, CoA, Acyl-CoA-Synthetase, Peroxidase, Ascorbat-Oxidase. 4-Aminoanti-
pyrin und Stabilisatoren enthalt) gegeben und bei 37°C § min inkubiert. AnschieBend wurden 0.1 mi des Gemisches
aus 0,55 mi N-Ethylmaleinimidiosung (im Testkit enthalten) und 0.55 ml Reaktionsgemisch B (im Boehringer-Testkit
enthalten, 0.6 ml ACOD-Verdinnungsldsung, stabilisiert, sowie eine Tablette Acyl-CoA-Oxidase) zu obigem Ansatz
zugegeben und 5 min bei 37°C inkubiert. Der Ansatz wird im Wasserbad auf Raumtemperatur abgekihit und die
Extinkdion bei 546 nm im Photometer bestimmt (1 -mi-Kivetten). Die EnzymiGsung wurde mit destilliertem Wasser so
verdinnt, daB die Extinktionswerte im Bereich von 0,5 erhalten wurden. Der Gehalt an LPL wurde nach folgender For-
mel errechnet.

Berechnung:

E (nach 10 min) - E(nach t min) * 1.2ml » 0,6 mi
9min - 16,772 - 1cm - 0,1 m - 0,1 ml - Enzymkonz. g/mi

Einheit: U/g LPL )
16,772 = OD von 1 mM Palmitinsiure. gemessen nach oben beschriebenem Test
Analysenvolumen = 1,2 mi

Volumen Enzymitdsung = 0,1 mi

Volumen der freien Fettsaure = 0,1 mi

Enzymkonzentration = Verdonnung der Enzymigsung - Enzymeinwaage (g/mf)
Reaktionszeit t ., = 9 (10-1) min

Schichtdicke der MeBkivette = 1 cm

Volumen Putter + Substrat + Enzym = 0.6 m!

Die Elution der LPL setrte bei ca. 0,1 M NaCl ein. Die LPL-haltigen Fraktionen aus mehreren Laufen wurden ver-
einigt, gegen H,O4., dialysiert und anschlieBend tyophilisiert. Das Lyophilisat wurde in 168 mi Puffer A aufgenom-
men. Im nachsten Schritt wurde je 1 ml der Proben in 168 Ansatzen auf eine Mono Q (Pharmacia, 10 mi)-
Anionenaustausch-Chromatographie-Saule aufgetragen und wiederum in einem kontinuierlichen Gradienten von Put-
fer A zu Putfer B eluiert. Die Hauptmenge an LPL ehderte dabei zwischen 180 und 210 mmol NaCl. Das Eluat, 4035
mi, wurde gegen HyOy,,. dialysiert und anschiieBend lyophitisiert.

Das Lyophilisat wurde in 100 mi Puffer A aufgenommen und in 5 Laufen a 20 m) tber eing Sephacryl S-200 HR
(Pharmacia)-Saule (770 mm - 50 mm) durch Gelchromatographie weiter gereinigt.

Die LPL-haltigen Fraktionen (300 md) wurden vereinigt und mit 300 m! 3.4 M Ammoniumsultatiésung versetzt und
in 15 Laufen mit je 40 m! Gber eine Phenyl-Sepharose (Pharmacia, FF, 83 mm - 10 mm) getrennt, mit 1,7 M Ammoni-
umsulfatidsung in Putfer A (Putfer C) nachgewaschen und mit einem kontinuierlichen Gradienten von Puffer C und Puf-
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fer A eluiert. Die LPU-haltigen Fraktionen (85 mi) wurden vereint, die spezifische Aktivitat lag bei ca. 72 LPL
Einheiten/mg Protein.

Endreinigung der LPI, mittels HPLC

Die Endreinigung erfolgte durch Umkehrphasenchromatographie (HPLC) an Nucleosil 500-5 C3 PPN (Standard-
Prep Trennsaule, Macherey und Nagel). Je 1350 ul der LPL-haltigen Fraktionen wurden aufgetragen. Die Elution
erfolgte mit einem Ammoniumformiat-Puffersystem (Puffer A: 10 mM Ammoniumformiat, pH 7.5 (95 %), Acetonitril (5

%) und Puffer B: 100 mM Ammoniumformiat, pH 7.5 (5 %), Acetonitril (95 %). 9 auf 10, bis 80 % Puffer B. Die LPL

eluierte bei ca. 47 % Pufter B.

Das gereinigte Protein zeigt in der SDS-Gelelektrophorese eine einheitliche Bande mit einem Molekutargewicht
von ca. 37.000 Dalton. Der iscelektrische Punkt liegt bei ca. pH 4,2. Das auf diese Weise gereinigte Protein wurde zur
Sequenzierung verwendet.

Beispiel 2

rtief inosauresequenzierun:

Ausgehend von dem gereinigten Enzym, wurden nach der Spaltung mit Endoproteinase Asp-N die Peptide durch

Umkehrphasen-HPLGC-Chromatographie getrennt. Die N-terminale Sequenz des nativen Proteins wie die Sequenz der -

praparierten Peptide wurden unter Verwendung eines Gasphasensequenators (Applied Biosystems Model 470A)
bestimmt.

Die N-terminale Aminosiuresequenz lautet;
Ser-VaI-Ser-Thr~Ser-Thr‘Leu—Asp-GIu-LeuG!n-Leu-Phe-A|a-Gln-Trp-Ser-Ala-Ala-Ala-Tyr-Cys-Ser-Asn-Asn-lle-Asp-
Ser.

Das nach Endoproteinase Asp-N (Boehringer Mannheim)-Spaltung erhattene Peptid Asp-N3 mit folgender Amino-
sauresequenz wurde zur Ableitung des Oligonukieotids KC15 benutzt:

Asp-N3:  Glu-His-lle-Thr-Ser-Gin-Gly-Ser-Gly-Ala-Asn-Phe-Arg
KC1S: 3-CTC GTG TAG TGG AGG GTC CCG AGG CGG-5'

Beispiel 3
Ableitung und Synthese von DNA-Sonden

Die Sequenz des KC13-Oligonukieotids wurde aus der N-terminalen Aminos&uresequenz der Lysophosphalipase
abgeleitet und am 5-Ende im Sinne des Oligonukleotids TCCAAGCTT geandert, um eine Hindlll-Schnittstelle zu erhal-
ten.

Das Oligonukleotid KC13 stellt eine sogenannte "mixed-probe” dar. Seine Sequenz lautet:

N-Terminus: Ser-Thr-Leu-Asp-Glu-~-Leu-Gln-Leu-Phe-Ala-Gln-
KC13: 5/=TCC AAG_CTT GAC GAA CTI CAA CTI TTC GCI CA-3’
T G T G T T
HindIII ‘

Zur Kentifizierung des PCR-Produkis bzw. fir Northern-Analysen und zur identifizierung von Kolonien wurde das
aus dem Peptid-Fragment Asp-N3 abgeleitete Oligonuldeotid KC15 verwendet.

KC15: 3-CTC GTG TAG TGG AGG GTC CCG AGG CGG-5'
Die Symhese der Nukleotidsequenz erfolgte nach dem von Beaucage, S.L. und Caruthers, M.H., (1981), Tetrahe-

dron Letters 22, S. 1859-1862, entwickelten Phosphoramiditverfatwen und wurde mittels eines DNA-Synthesegerats
{Applied Biosystems 380 A DNA Synthesizer) durchgefthrt.

v”\<
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Beispiel 4

Praparation von RNA aus den induzierten Zellen

Zur Isolierung von RNA aus Aspergillus foetidus wurde eine modifizierte Methode nach Vierula, P.J. und Kapoor,
M., (1989), J. Biol. Chem. 264, S. 1108-1114, angewandt.

Beisgpiel §
DNA olier i - if n cDNA-

Die cDNA-Synthese wurde nach der Methode von Russo et al., (1991), EMBO J. 10, S. 563-571, durchgefdhrt. Das
Prinzip dieses Verahrens beruht darauf, zunachst durch einen Oligo(dT)-Primer (EA13) samtliche polyadenylierte
RNA-Motekale in einzelstrangige cDNA umzuschreiben. An diese cDNA-Synthese schlieft sich eine PCR-Reaktion an.
Sie wird gestartet durch einen sequenzspezifischen Primer (KC13). Die Rickreaktion erfolgt durch eine Teilsequenz

des Otigo(dT)-Primers (EA14). In diese Sequenz sind Erkennungsschnittstellen fiir Restriktionsenzyme bereits einge-
baut.

Die Sequenz des EA13- bzw. EA14-Oligonukleotids lautet:
EA13: 5/-GAC TCG AGT CGA CAT CGA (T) 21 A/C/G-3’

EAl4: 5’-GAC _TCG AGT CGA CAT CGA TT-3¢
XhoI Sall

Bedinqungen fur die Synthese der einzelstriangigen cDNA

Far die Synthese des ersten Stranges wurden in einem Reaktionsvolumen von 50 i 10 g Gesamt-RNA, 50 mM
Tris-HCI, pH 8.3, S mM MgCl,, 75 mM KCI, 5 mM DTT, 0,4 mM dNTP (je 0.4 mM dATP. dCTP, dGTF, dTTP). 30 pmot
EA13 und 200 U M-MLV reverse Transkriptase (Gibco-BRL GmbH, 7514 Eggenstein, BRD) eingesetzl. Es wurde flir 45
min bei 42°C inkubiert.

Versuchsbedingungen fir die PCR-Reaktion

Far die Polymerase-Ketten-Reaktion wurden in einem Reaktionsvolumen von 100 pl 20 mM Tris-HCI, pH 8.4, S0
mM KCL, 1,5 mM MgCl,. 0,2 mM dNTP (je 0.2 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 70 pmol EA14, 77 pmol KC13, 2 ul vom
ersten Strang cDNA-Synthese-Reaktionsansatz und 5 U Tag-DNA-Polymerase (Gibco-BRL) eingesetzt. Der Ansatz
wurde fiir 20 Zyklen (34°C, 40 sek; 50°C, 2 min; 72°C, 3 min) durchgefthrt.

Nach der gelelekiraphoretischen Aufirennung der PCR-Produkie konnte ein Fragment von ca. 0,9 kb identifiziert
werden, das mit dem Oligonukieotid KC15 hybridisierte. Die PCR-Produkte wurden mit Ethanol gefallt, mit Hindiil/Sall
gespalten und in das Plasmid pUC18 insertiert

Es wurden 195 weiBle Kolonien erhalten. Davon wurden 48 Kolonien ausgewshit, und eine Schnellplasmidpripa-
ration wurde durchgefGhrt. Nach der Hybridisierung mit dem Oligo-KC15 zeigten neun Kolonien mit der Bezeichnung
pPKCV/a Nr. 5, 16, 17, 22, 27, 30, 36, 43 und 46 eindeutige Signale. Die Plasmide der Kione Nr. 5 und 36 wurden pra-
pariert und sequenziert.

Die von der Nukleotidsequenz abgeleitete Aminosauresequenz stimmt mit der durch Edman-Abbau bestimmten
Sequenz Gberein.

Das Plasmid pKC1/36 enthielt allerdings nur die Nukleotid- und Aminosauresequenz der Lysophospholipase-
CONA ab Codon 29. Um Informationen tiber die Signalsequenz und darber hinaus die Intron/Exon-Verteilung in der
genomischen DNA genau festiegen zu konnen, wurde die Klonierung des gesamten cDNA-Gens mittels der PCR-
Methode durchgefihrt. Die fsolierung der RNA, die Synthese der einzelstrangigen ¢ONA und die Bedingungen fir die
Polymesase-Ketten-Reaktion wurden wie vorher bei der Klonierung des Plasmids pKC1/36 beibehalten. Geandert
wurde jedoch die Verwendung des Oligonukleotids KC24 anstelle des Oligonuideotids KC13 als Primer bei der Poly-
merase-Ketten-Reaktion. Das Oligonukleotid KC24 wurde aus dem genomischen Lysophospholipase-Gen abgeleitet
und liegt ab Nuldeotid -50 vor dem Startcodon ATG. Seine Sequenz (KC24) lautet: 5-GTT GGT CGC AAG GTT TTG-3".
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Das PCR-Produkt wurde mit Accl gespalten und in das mit dem gleichen Enzym gespaltene Plasmid pUC18 inser-
tiert. Als Gensonde zur Identifizierung von Kolonien wurde das Hindlli/Sal-Fragment des Plasmids pKC1/36 verwen-

det. Das neue rekombinante Plasmid mit der Bezeichnung pKC/ATG wurde sequenziert. Die Sequenz der Insertion ist

in der SEQ ID NO 1 dargestelit.

Beispiel 6
Isolierung des chromosomalen Lysophaspholipase-Gens

Die Isolierung des chromosomalen Lysophospholipase-Gens erfolgte durch direlde Klonierung der mit Restrikti-
onsenzymen hydrolysierten chromosomalen DNA in den Vektor pUC18. Zuerst wurde die chromosomale DNA aus A
foetidus RH3046 isoliert, mit Restriktionsenzymen fragmentiert und in einer Southern-Analyse charakterisiert. Als
Hybridisierungssonde wurde das HindlIl/Sall-Fragment aus dem Plasmid pKC1/36 verwendet. Aufgrund des Ergebnis-
ses aus der Southern-Hybridisierung wurde die chromosomale DNA von A. foetidus RH3046 mit BamHi volistandig
hydrolysiert und anschlieBend in einem Saccharose-Gradienten nach GroBe fraktioniert. Fraktionen, die DNA-Frag-
mente der GréBe von ca. 9 bis 10 kb enthielten, wurden gesammelt, mit Ethanot gefalit und in das mit BamH| gespal-
tene Plasmid pUC18 insertiert. Es wurden 1904 rekombinante Klone erhalten. Davon konnten 24 positive
Transformanten mittels Koloniehybridisierung identifiziert werden. Die Plasmid-DNA von Transformant Nr. 1 und Nr. 3
wurde prapariert, kartiert, erneut hybridisiert. und anschlieBend wurden die den N- und C-terminalen Bereichen des
Proteins entsprechenden Bereiche des Gens sequenziert. Das Ergebnis bestatigte, daB beide Klone das chromoso-
male Lysophospholipase-Gen enthalten. Dieses neue Plasmid tragt die Bezeichnung pKC6.

Da das Plasmid pKC6 einen sehr groBen 5'- bzw. 3-nichttranslatierten Bereich enthielt, wurde aus dem Plasmid
pKCE das Pstl-Fragment isdliert und in das mit Pstl gespaltene Plasmid pUC18 insertiert. Das neue Plasmid erhielt die
Bezeichnung pKC3. Die gesamite Insertionssequenz des Plasmids pKC3istin SEQ ID NO 1 dargestelit. Durch den Ver-
gleich der genomischen DNA mit der Lysophospholipase-cDNA konnten zusatzliche 1608 Nukleotide stromaufwarts
vom ATG bei der genomischen DNA festgestelit werden, so daB sowohl die cDNA-Sequenz wie die genomische
Sequenz des Lysophospholipase-Strukturgens bestimmt wurde. Das genomische Gen enthélt drei Introns. Der 3-
nichtcodierende Bereich umfaBt 997 Nukleotide. Die durch Computer-Analyse ermittelte Signalsequenz enthalit 21

Aminoséuren. Vermutlich wird das Lysophospholipase-Gen als Praproprotein synthetisiert, wobei das Pro-Peptid sechs
Aminosauren umfaft.

Beispiel 7
uldi xpressionsv C9

Der Vektor pKC9 enthalt das genomische Lysophospholipase-Gen und den Aspergillus oryzae-a-Amylase-Promo-
tor aus dem Plasmid pK54. Um den a-Amylase-Promotor vor das Lyscphospholipase-Gen zu setzen, muBte die Initia-
tionssequenz TA TAC CGC AAG AIG TTC gegen die Sequenz AC CTG CTA ACC ATG TTC, welche die
Erkennungssequenz fir BspMI enthélt, ausgetauscht werden. Dazu wurde die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)
benutzt. Es wurden zwei Oligonukdeotid-Primer mit den folgenden Sequenzen verwendet:

KC29:

5’-GGA ATT CAC CTG CTA ACC ATG TTC TCT GGA CGG TTT GGA GTG-3’
BspMI

Supl:

5’-CGC CAG GGT TTT CCC AGT CAC GAC-3’

Fir die Polymerase-Ketten-Reaktion wurden in einem Reaktionsvolumen von 100 ul 20 mM Tris-HCI, pH 8.4, 50
mM KCI, 1,5 mM MgCt , 0,2 mM dNTP (je 0,2 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP). je 50 pmol KC29 und Supl, 1 ng pKC3
als Matrize und 2,5 U Tag-Polymerase (Periin-Eimer) vermischt. Der Ansatz wurde for 20 Zyklen (94°C, 40 sek; 40°C,
2 min; 72°C, 2 min) durchgefahrt. Nach Beendigung der Reaktion wurde das amplifizierte Fragment gereinigt. mit
BspMI und Hindill hydrolysiert und in das mit NcoVHindlli gespaltene Plasmid pKS4 insertiert. Die Konstruktion des
Plasmids pKC9 wurde durch eine Restriktionsanalyse und die anschiieBende Sequenzierung bestatigt.

10

N
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Konstruktion von Expressionsvektor pKC12

Indas Plasmid pKC12 wurde das Lyscphospholipase-Gen unter der Kontrolle des Aspergillus niger Xylana.se-Pro-
motors eingesetzt. Die Konstruktion des Plasmids pKC12 wurde in gleicher Weise wie die des Plasmids pKC9 durch-

* gefiithrt. Nach Beendigung der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) wurde das amplifizierte Fragment, das das .

Lysophospholipase-Gen enthalt, mit BspMI und Hindli! hydrofisiert und in das mit Ncol/Hindill geschnittene Plasmid
pxylP. das den Aspergillus niger Xylanase-Promotor enthalt, insertiert.

Die Konstruktion des Plasmids pKC12 wurde durch eine Restriktionsanalyse und anschlieBender Sequenzierung
bestatigt.

iel

Transformationsme Gr ergiltus- und Trichoderma reesei-Stamme

Von einer ca. zwei Wochen alten Petrischalenkuitur des zu transformierenden Pilzstammes wurde eine Sporensus-
pension in ca. 10 ml 0,85 % NaCl durch Abschwemmen unter Zuhilfenahme eines Spatels hergestelll. Es wurden je
vier 1--Schattetkolben mit 100 mi Czapek-Dox-Minimalmedium (Oxoid) mit 0,1 % Hefeextrakt mit je 1 ml Sporensus-
pension beimpft und ca. 16 Stunden bei 28°C auf einem Rundschuttier bei 120 Umdrehungen pro Minute inkubiert. Das
Mycel aus je vier Schittelkolben wurde Uber einem Papierfilter geerntet und mit ca. 50 ml MP-Puffer (1,2 mM MgSO,
in 10 mM Phosphatpuffer, pH 5,8) gespuilt. Nach dem Ablaufen des Puffers wurde das feuchte Mycel gewogen. In der
Regel wurden ca. 3 bis 5 g Feuchtmycel erhalten.

Pro g Feuchtmycel wurden 5 mi MP-Putfer, 120 pl Novozym-Lésung (1 g Novozym® 234 (Novo Nordisk) in 6 mi
MP-Pufier) und 25 ! B-Glucuronidase (Sigma) zugegeben. Die Mycel-Suspension wurde 5 min in Eiswasser gestellt.
AnschlieBend wurden 60 ul Rinderserumalbumin-Losung (0.2 g Rinderserumalbumin in 4 mt MP-Puffer, sterilfiltriert)
zugegeben, und der Ansatz wurde unter teichtem Schitteln bei 30°C inkubiert. Die Bildung von Protoplasten wurde
visuell im Mikroskop verfoigt. Als keine wesentliche Zunahme der Protoplastenbildung mehr festgestelit wurde, wurde
der Ansatz zur Ernte der Protoplasten abgebrochen. Dies war in der Regel nach etwa 3 bis 5 Stunden der Fall.

Die Protoplastensuspension wurde zur Abtrennung noch vorhandener grober Mycelbestandteile Gber ein mit MP-
Putler getranktes Glaswollefilter gegeben und in Zentrifugenrbhrchen aberfiihrt. Die obere Halfte der Réhrchen wurde
mit 600 mM Sorbit, 100 mM Tris-HCI, pH 7.0, Gberschichtet. Die Rohrchen wurden 10 min bei 2500 g zentrifugiert. Die
Protoplasten wurden aus der Zwischenschicht abgenommen und in 1 M Sorbit, 10 mM Tris-HCI, pH 7.5, aufgenommen.
AnschlieBend wurden die Protoplasten zweimal mil STC-Puffer (1 M Sorbit, 10 mM Tris-HCI, pH 7.5, 10 mM CaCl,)
durch Zentrifugation bei 1500 g gewaschen und zuletzt in 1 mi STC-Pufer aufgenommen.

Zur Transformation von A. oryzae oder A. foetidus wurden 300 ul Protoplastensuspension, ¢a. 10 pg p3SR2 als
Selektionsplasmid und 10 pg des jeweiligen Plasmids zur Expressionder LPL in 25 i 10 mM Tris-HCI, pH 8.0, zusam-
mengegeben und 10 min bei 0°C inkubiert. AnschlieBend wurden nochmals 25 pl der gleichen DNA-Menge und 400 pl
PEG-L6sung (60 % Polyethylenglykol 6000 (Fluka) in 10 mM Tris-HC!, pH 7.5, 50 mM CaCl,) zusammengegeben, sehr
vorsichtig vermischt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Es wurden nochmals 600 pl PEG-Lésung zugegeben,
vermischt, und der Ansatz wurde fir weitere 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zu dem Ansatz wurde ca. 9 ml Ace-
tamid-Weichagar (Minimalmedium mit 10 mM Acetamid als einziger N-Quelle, 1 M Saccharose, 0,6 Gew.-% Agar) bei
45°C zugemischi und aut vier Petrischalen mit dem gleichen Medium, jedoch mit 1,5 Gew.-% Agar (Oxoid) und zusatz-
lich 15 mM CsCl, verteilt. Die Platten wurden bei 28°C inkubiert. Nach 6 bis 10 Tagen wurden schnell wachsende Kolo-
nien (Transtormanten) auf Acetamid-Medium ohne Saccharose isoliert, zweimal Gber Einzelsporkolonien gereinigt und
2uletzt auf Volimedium, z.B. Kartoffel-Dextrose-Agar, Gbertragen.

Die Transformation von Stammen der Arten A. niger, A. awamori, A. foetidus, A. japonicus oder A. phoenicis kann
ebentalls mit dem Plasmid p3SR2 erfolgen. Bevorzugt wurde die Transformation jedoch mit dem Plasmid pAN7-1 aus-
gefuhrt. Die Protoplastenpraparation und die Zugabe von Plasmid-DNA erfolgt in analoger Weise, wie oben far das
Plasmid p3SR2 beschrieben. Statt der Zugabe von Acetamid-Weichagar wird jedoch der gesamte Transformationsan-
satz zu 100 ml Czapek-Dox-Minimatmedium (Oxoid) mit 100 g Hygromycin B/m!, 1,5 Gew.-% Agar (Oxoid) und 1 M
Saccharose, abgekahit auf ca. 45°C, gegeben und vorsichtig vermengt. Der Ansatz wird dann in Portionen zu je 10 mi
in Petrischalen gegeben, in denen jeweils 10 mi Czapek-Dox-Minimalmedium (Oxoid) mit 1,5 Gew.-% Agar (Oxoid),
jedoch ohne Hygromycin und ohne Saccharose als feste Unterschicht, vorgelegt war. Nach dem Erstarren der oberen
Agarschicht werden die Petrischalen bei 37°C inkubiert. Gegen Hygromycin B resistente Transformanten kdnnen nach
ca. 3 bis 10 Tagen abgeimpft werden und zur Uberprifung der Resistenz auf Czapek-Dox-Minimalmedium (Oxoid) mit
S0 g Hygromycin B/ml und 1,5 Gew.-% Agar (Oxoid) tbertragen werden,

Fir die Transformation von A_ sojae wird ein drittes Selektionsprinzip genutzt, da die verwendeten Stamme dieser
Art sowoh! Acetamid verwerten wie auch gegen Hygromycin B resistent sind. Durch Selektion auf chiorathaltigem
Nahrboden werden Mutatanten isoliert, deren Nitratreduktase-Gen (niaD) defekd ist, die also nicht mehr mit Nitrat als
alleiniger Stickstoffquelle wachsen (Cove, D.J. (1976) Heredity 36, 191-203). Durch Transformation mit dem Plasmid
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pPSTA10 (UnKes, S.E. et al. (1989) Mol. Gen. Genet. 218, 99-104), auf dem sich die intaide Information fir das Nitrat-
reduktase-Gen befindet, wird der Defeit ausgeglichen, so daf3 die Transformanten mit Nitrat als alleiniger Stickstoft-
quelle wachsen, wahrend die nicht transformierten Zellen im Wachstum zurtickbleiben.

Beispiel 9
Herstellung von LPL sezernierenden Transformanten

Homologe Transformation von pKC12in A. foetidus RH3046

Durch Co-Transformation von A. foetidus RH3046 mit den beiden Plasmiden PAN7-1 (siehe Beispiel 8) und pKC12
in der cben beschriebenen Weise wurden gegen Hygromycin B resistente Transformanten von den Agarschalen mit
Regenerationsmedium isofiert. Nach Uberprifung auf Reinheit durch Ausstriche wurden die Transformanten in Schit-
telversuchen auf die Produktion von LPL getestet.

250 mi Erlenmeyer-Koiben, gefiillt mit 40 mi Nahrigsung, bestehend aus

Maltodextrin 375%
Maisquelipulver | 3%
KoHPO, 2%
KH,PO, 14%
Leitungswasser, 30 min bei
121°C sterilisiert

werden mit Sporensuspensionen der zu testenden Transformanten beimptt und bei 28°C, 200 U/min und einer Ausien-
kung von 25 mm 120 Stunden geschuttelt. Die Zellmasse wurde abfiltriert, im Filtrat der Kulturen wurde die LPL-Aktivi-
tdt bestimmt. Die Transformante A. foetidus RH3046 PAN7-1 pKC12 Nr. 40 hatte beispielsweise eine um 100 % erhhte
LPL-Aktivitat im Kultufiltrat verglichen mit dem Wirtsstamm A. foetidus RH3046.

Heterologe Transformation von pKC9 in A. sojae RH 3782

Der Stamm A_ sojae RH 3782 niaD22, eine nach Cove (1976) hergestelite Mutante von A. sojae RH 3782, wird in
der nachtolgenden Nihridsung aus

Glucose (Merck) 2%
Malzextrakt (Oxoid) 05%
Bacto-Pepton (Difco) 0,025%
deionisiertes Wasser

pH-Wert auf 5,0 einstellen; Sterilisa-
tion: 30 min bei 121°C

angezogen. Aus dem Mycel werden nach der in Beispiel 8 beschriebenen Methodik Protoplasten gewonnen und diese
mit pSTA10 als Selektionsplasmid und jeweils einem der Plasmide pKC3, pKC9 oder pKC12 co-transformiert. Zur
Regeneration der Protoplasten wird der Transformationsansatz mit 9 mi Weichagar (osmotisch stabilisierend), beste-
hend aus

12



10

15

25

30

35

45

50

EP 0 808 903 A2

0,1 M Na-Phosphat-Putfer pH 6.0
1 M Saccharose (Merck)
Millipore-Wasser auf

Agar (Oxoid)

1Smi
10,28 g
29,1 mi
0,18 g (= 0.6 %)

Zugabe von:

30 min Sterilisation bei 121°C, anschiieBend sterile

Salzlysung (7.14.2)
1 M NaNO;-Lasung

0.6 mi
0.3ml

gemischt und auf vier Agarplatten der gleichen Zusammensetzung, jedoch mit 1 % Agar hergestellt, verteilt. Nach etwa
6-10 Tagen Inkubation bei 37°C werden die Transformanten von den Agarplatten isoliert, auf Nitrat-Saccharose-Agar
durch Ausstrich gereinigt. Es wurde eine Vielzahl Transformanten durch Selektion und anschlieBender Reinigung auf
einem Nahrboden mit Nitrat als einziger N-Quelle erhalten und in Schittetkolben unter Verwendung der folgenden

Nahrissung

Maltodextrin 3.75%
Maisquellpulver 3.0%
KH;PO, 1.0%
KHPO, 0.7%
Triton X-100 1.0%

121°C sterilisiert,

in Leitungswasser, 30 min bei

auf Produktion von LPL gepriift. Neben Transformanten., die keine oder nur geringe Mengen von LPL - so wie der nicht-

- produzieren, werden auch solche Transforman-
ten gefunden, die deutlich erhdhte LPL-Aktivitat im Kulturfiltrat autweisen. Diese als Co-Transformanten bezeichneten

transformierte Wirt A_ sojae RH 3782 bzw. A. sojae RH 3782 niaD22

Stamme eignen sich zur Herstellung des Enzyms.

Stamm bzw. Transformante refative LPL-Aktivitat
A. sojae RH 3782 niaD22 100
A. sojae RH 3782 niaD22 pSTA10 pKC3 230
A. sojae RH 3782 niaD22 pSTA10 pKC9 320
A. sojae RH 3782 niaD22 pSTA10 pKC12 220

13
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SEQUENZPROTOKOLL

(1) ALLGEMEINE ANGABEN:

(i) ANMELDER:

(1i) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG:

(A) NAME: Roehm GmbH

(B) STRASSE: Kirschenallee
(C) ORT: Darmstadt

(E) LAND: Deutschland

(F) POSTLEITZAHL: 64293

Lysophospholipase aus Aspergillus

(1ii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 7

(iv) COMPUTER-LESBARE FASSUNG:

(A) DATENTRAGER: Floppy disk
{B) COMPUTER: IBM PC compatible
(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS

Rekombinant hergestellte

(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, Version #1.30 (EPA)

(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 1:

(1)

(ii)
(iii)

(iv)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 3650 Basenpaare
(B) ART: Nucleotid
(C) STRANGFORM: Doppelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

ART DES MOLEKULS: Genom-DNA
HYPOTHETISCH: NEIN

ANTISENSE: NEIN

MERKMAL: )
(A) NAME/SCHLUSSEL: intron
(B) LAGE:1691..1743

MERKMAL: .
(A) NAME/SCHLUSSEL: intron
(B) LAGE:1910..1954

MERKMAL : .
(A) NAME/SCHLUSSEL: intron
{B) LAGE:2292..2344

MERKMAL : )
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS
(B) LAGE: join(1609..1690, 1744..1909, 1955.
..2650)

14
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(1x) MERKMAL: .
(A) NAME/SCHLUSSEL: mat_peptide
{B) LAGE:1690..2650

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: sig_peptide
(B) LAGE:1609..1689
(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL:
(B) LAGE:2387..2425
(D)} SONSTIGE ANGABEN:/product= “Sonde KC15"

0 misc_feature

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: misc_feature
(B) LAGE:1563..1580
(D} SONSTIGE ANGABEN:/product= "Oligonucleotid KC24"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1:

CTGCAGATCA

15

2 CAAGCCGGAC TGATTTTGAA CCGATTGATT GATTGAACCG CCGAAAAGTC 60
) TGAAGAATCC TTCAATCCCA ACCAACACGC ACACACACAC GGTATGGATT GGAAGAAAGG 120
AAGGAAGGGA GAAAGTGGGG TTACCCAAGT AAACCGGCAA ACAGACTAAC AAACTCGCAA 180
25 GGAAGTTAAC TAACTAGTAA TAATATTATG AAGTGAAGGG AGTCACCTCA CCGTCTTCCC 240
GTCCCCTAAC AAACTAACTA GTTAACTACC CCGGGGTTAG TTATAGTACG GGATACTAAG 300
GCATGCACCC CGCAGCCCGG GAAGCCCGGA CGTTTGTTGT TGGTGGTTGT GACTACGGAG 36Q
. TACTAGTCCA GTAGGGGACT CGTAAGGCAG CGGGACTAAT TAACTAGTTC GTTATTTAGG 420
CTGCCAAAGT AAATACCTAG TGCTGTGTGG GTGGTGTAAG TGCCGGGATG AAGTGAGGAG 480
TTTAGTTTTA GGTGAGTGAA TAATAACTTT CAGGTAACTA GGTAATGGAT TGACTTAGTA 540
GTTGAGTGGT TACTATCGTA GTAGACTTGG TTAGGTAATG AGAGATTTCT TTACTATAAC 600
* TAGGTTATTT GTTGTATTAC TATCCTAAAA CTGTGAGAGT TCTTGGGAAG GTAAGéTAGT 660
ATTGGGGGCC GGGAATAAGG GATGAGTATT GTTTCAATAG TGAGTTGAGG TATTTTCTTT 720
TTCTATTTTC TTTTTGTCAA AGTTACTTAC TTCTTCGATA GTATGGTATT GATTATGGGC 780
ACGTGGACAT GTTCAAATTT TCGTAACATA CATAGATTGT TTGTGTGCTT TTTCCCCATC 840
TATAGTATGT AC*ATGTATG TATCGTAGTC TGAATGAGTA TAAGCGCTGC AAGTGATCGG 90¢
CARAGTGACA AGAAGTCACT AACTCCACTA GTTACTTGCA TGTCACGAAC CACAACCCTT 960
* GACAAGCAAC AGCAACAGTA GCAGCATGTG AAGAAGTCTC AGATTTCGTA ACACCATTTC 1020
CCGTTGACTT GCTCTCCGAT TCGGTCTACT TACCTCGGCC TGTGGACATG TCATGGCCCT 1080
ATCCCCAATC TCCATCTCCA TCTCAATCTA CTGCTCATGT GCAGTACCAC GCCCTCCACG 1140
50
55
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_Asn

TTTCTCCGCC
CTTTTCGGAG
GCTTCCGCTC
GCCGACCCGG
CATCTGCTAT
TGCTTTTTCC
AAAAGGGAGA

CCGTTGGTCG

GGA CGG TIT
Gly Arg Phe

GCG CCG GCAa
Ala Pro Ala

AGTAGATCCT
CAGACTATGC
CGGATGGAGA
AACAAAGGAT
CGTGACAGTG
CCCCTGAGGC
TCAGAGGTGC

CAAGGTTTTG

GGA
Gly
-20

CCG
Pro
~5

Leu A

EP 0 808 903 A2

TCGACACCGC
TTGTCTAGGC
TGGGGCCAAA
GCGGATGAGG
CTCTTTGGGT
CCCTGATGGG
AGTTGGATTG

GTCGCCTCGA

la Val Arg

CCATTCTCAG
CTGCTATAGC
CTGGCAACTC
AGATACGGTG
GAATATTGTT
GAATCGCGGT
AGGCAGTGTG

TTGTTTGTAT

GTG CTC TTG ACA GCG CTT GCT
Val Leu Leu Thr Ala Leu Ala

-15

ACAACATCTA
AGCCCGTTAA
CAGTTGCGCA
CCTGATTGCA
GTCTGACTTA
GGGTAATATG

TGTGTGTGCA

CTTTATTTAA
TCCCCACCGG
ACGGACAACC
TGGCTGGCTT
CCCCGCTTCT
ATATGGGTAT

TTGCAGAAGC

ACCGCAAG ATG TTC TCT
Met Phe Ser

-27

~25

GCG CTG GGT GCT GCC
Ala Leu Gly Ala Ala

CTT GCT GTG CGG A GTAGGTGTGC CCGATTTGAG

~-10

GTGGTTGGAT AGCACTGATG AAGGTGTGAA TAG GT GTC TCG ACT TCC ACG TTG
- Ser Val Ser Thr Ser Thr Leu

GAT GAG TTG

Asp Glu Leu
10

AAT AAT ATC
Asn Asn Ile
25

TGT CCA TCA

Cys Pro Ser

40

CAA
Gln

TTG
Leu

GAC
Asp

TCG
Ser

GTC
val

GAG G
Glu G

TTC
Phe

AAA
Lys

GCG CAA
Ala Gin
15

GAC TCC
Asp Ser
30

AG
lu
15

GCC
Ala

AGT
Ser

1

TGG
Trp

TCT GCC
Ser Ala

AAC
Asn

TTG
Leu

ACA
Thr

ACC
Thr

ACA
Thr

ATG
Met
50

GTATGTCACT CAGATCGCAG ACATAGAGCA CAGCTAATTG

Phe
60

CTC
Leu

GTG
Val

AAT CTT

Leu

GGA GGC ACA GCC GGT
Gly Gly Thr Ala Gly

GTC GCC TTC CGG
Val Ala Phe Arg

80

GAC TTC ATC CTG
Asp Phe 1lle Leu

95

TTC CTG
Phe Leu
65

GGA AGC
Gly Ser

GAA GAT
Glu Asp

GAC
Asp
70

GCC GCG
Ala Ala

AGC ACG
Ser Thr
85

ATT
Ile

AAC GAC
Asn Asp
100

GAC
Asp

16

GcA
Ala Ala

20

TGC
Cys
35

ACG
Thr

CTG
Leu

CTG
Leu

AACAG G

AAC
Asn

ACC
Thr

GAG
Glu

AAC
Asn

cTC
Leu

TGC
Cys

GCT TAT
Tyr

GCC
Ala

GAG
Glu

ACG
Thr

AAC
Asn

TGG
Trp

ACC
Thr

5

TGC
Cys

TCG
Ser

AAC
Asn

GCC
Ala

TTC
Phe

GAC
Asp
55

CcT

AAC
Asn

GAC
Asp

AAG
Lys

CGG
Arg
75

ATT
Ile
90

GCT
Ala

TGC

Gly Cys

105

Leu

1200 -

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1617

1665

1710

17613

1811

1859

1909

1964

2012

2060

2108
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AAG GTC CAT ACT GGT TTC TGG AAG GCA TGG GAG TCC GCT GCC GAC GAA
Lys Val His Thr Gly Phe Trp Lys Ala Trp Glu Ser Ala Ala Asp Glu
110 115 120

CTG ACG AGC AAG ATC AAG TCT GCG ATG AGC ACG TAT TCG GGC TAT ACC
Leu Thr Ser Lys Ile Lys Ser Ala Met Ser Thr Tyr Ser Gly Tyr Thr
125 130 135

CTA TAC TTC ACC GGG CAC AGT TTG GGC GGC GCA TTG GCT ACG CTG GGA
Leu Tyr Phe Thr Gly His Ser Leu Gly Gly Ala Leu Ala Thr Leu Gly
140 145 150 155

GCG ACA GTT TTG CGA AAT GAC GGG TAT AGC GTT GAG CTG GTGAGTCCTT
Ala Thr Val Leu Arg Asn Asp Gly Tyr Ser Val Glu Leu
160 165

CACAAAGGTG ATGGAGCGAC AATCGGGTTC TGACAGTCAA TAG TAC ACC TAT GGA
Tyr Thr Tyr Gly
170

TGT CCT CGA ATC GGA AAC TAT GCG CTG GCT GAG CAT ATC ACC AGT CAG
Cys Pro Arg Ile Gly Asn Tyr Ala Leu Ala Glu His Ile Thr Ser Gln
175 180 185

GGA TCT GGG GCC AAC TTC CGT GTT ACA CAC TTG AAC GAC ATC GTC CcCC
Gly Ser Gly Ala Asn Phe Arg Val Thr His Leu Asn Asp Ile Val Pro

190 195 200
CGG GTG CCA CCC ATG GAC TTT GGA TTC AGT CAG CCA AGT CCG GAA TAC
Arg Val Pro Pro Met Asp Phe Gly Phe Ser Gln Pro Ser Pro Glu TYr
205 210 215 220
TGG ATC ACC AGT GGC AAT GGA GCC AGT GTC ACG GCG TCG GAT ATT GAA
Trp Ile Thr Ser Gly Asn Gly Ala Ser Val Thr Ala Ser Asp Ile Glu

225 230 235
GTC ATC GAG GGA ATC AAT TCA ACG GCG GGA AAT GCA GGC GAA GCA ACG
Val Ile Glu Gly Ile Asn Ser Thr Ala Gly Asn Ala Gly Glu Ala Thr
240 245 250

GTG AGC GTT TTG GCT CAC TTG TGG TAC TTT TTC GCG ATT TCC GAG TGC
Val Ser Val Leu Ala His Leu Trp Tyr Phe Phe Ala Ile Ser Glu Cys

. 255 260 265
CTG CTA TAACTAGACC GACTGTCAGA TTAGTGGACG GGAGAAGTGT ACATAGTAAT
Leu Leu

270
TAGTATATAA TCAGAGCAAC CCAGTGGTGG TGATGGTGGT GAAAGAAGAA ACACAGTGAG
ATCCCATTAC GTAGCAGATA .AAGCACGTGT GGAGGCGCTG TTCCTCCACT TGCAGTTGCG
GCCATCAATC ATCTTTCCTC TCCTTACTTT CGTCCACCAC AACTCCCATC CTGCCAGCTG
TCGCATCCCC GGGTTGCAAC AACTATCGCC TCCGGGGCCT CCGTGGTTCT CCTATATTAT

TCCATCCGAC GGCCGACGTT TCACCCTCAT CCTGCGCCGC CGCAAAATCT CCCCGAGTCG

17

2is6

2204

2252

2301

2356

2404

2452

2500

2548

2596

2644

2700

2760

2820

2880

2940

3000
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GTCAACTCCC
TCCAACCGTG
GTGACATACA
CCGCCGCCGL
CGCAACCAAG
TTCTTCGCTG
GGAGGCCCGC
CAGCCCCAGG
TGGCTGTACA
GCGCCGTTAA

GTCTCCTCCG

(2) ANGABEN

TCGAACCGCC
CAGCCATGTT
TACATACATC
CATTGCCAGC
AAAAAGCAAT
GGAGCTCCGA
ATCGGGACTC
CCTTGGACAA
CATACTTTCC
CGGTGGCCTT

TGTCPTTGGCC

ZU SEQ ID

EP

GCCCGCATCA
CCCTGCCCCG
CAGCAGCTTA
CATGCTATTC
CTTCTGCACC
TCCCAAACGG
GCGGTCGGGG
GGACATGGTG
TGAGTGGCAC
GAATAAGGGG

GGTTCTGGGC

NO: 2:

(i) SEQU§NZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 297 Aminosduren

(

(D) TOPOLOGIE:

B} ART: Am

inosdure
linear

0 808 903 A2

ACCTCACCGA
TCACGCTGAT
TGATCACAGT
TTCCGCGGCG
ATTCTCATCA
TCAGAGACGT
AAGGCTTCCC
GTGGCTAGTA
AAAAGCATCT
AGGGAATCGA

GCACCAACTC

(1i) ART DES MOLEKULS: Protein
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2:

Met Phe Ser Gly Arg Phe Gly val

=27 -25

Gly Ala Ala
-10

Ala Pro A

Thr Leu Asp Glu Leu G

Cys Ser Asn Asn

Asn Ala Cys
40

Phe Asp Leu
55

10

Ile A
25

Pro Ser V

Thr Asn A

-20

la Pro Leu
-5

In Leu Phe

sp Ser Lys

al Glu Glu
45

sp Phe Gly
60

Asp Asn Thr Asn Lys Arg Leu val

70

Ile Glu Asn

Trp Ile A
90

75

la Asn Leu

Leu Leu Thr

Ala Val Arg

Ala Gln Trp
15

Asp Ser Asn
30

Ala Ser Thr
Gly Thr Ala
val Ala Phe

80

Asp Phe Ile
95

18

CCCCCGACCG
TTGACGCTCA
TTCCCCGCCT
GAGTTAACAG
TCTACGCTCT
CTGCTGAGGA
CGTCCGCCTC
TGAAGGGAGA
ACGTGGCGGA
TGGTGTATCT

ACTGCTGCAG

Ala Leu Ala

-15

Ser Val Ser

Ser Ala Ala

TCTGCGATCG
ATTGACTTCC
CGTGCCAGTC
TCCGCGCCGG
ATACTTCCTC
TGCGGTGAAG
GGCTTCGCGA
CGATGTCTCA
CGACAAGAAA

GACGTGAGTA

Ala Leu

Thr Ser

Ala Tyr
20

Leu Thr Cys Thr Ala
35

Thr Met Leu Leu Glu

50

Gly Phe Leu Ala Ala

65

Arg Gly Ser Ser Thr

- 85

Leu Glu Asp Asn Asp

100

3060

3120

3180

3240

3309
3360
3420
3480
3540
3600

3650



25

30

35

-.40

45

50

55

Asp

Glu

Thr

Ala

150

Val

Ala

His

Ser

Val

230

Gly

Phe

(2)

Leu
Ser
Tyr
135
Leu
Glu
Glu
Leu
Gln
215
Thr

Asn

Phe

Cys

Ala

120

Ser

Ala

Leu

His

Asn

200

Pro

Ala

Ala

Ala

Thr
105
Ala
Gly
Thr
Tyr
Ile
185
Asp
Ser
Ser

Gly

Ile
265

Gly

Asp

Tyr

Leu

Thr

170

Thr

Ile

Pro

Asp

Glu

250

Ser

EP 0 808 803 A2

Cys Lys Val
Glu Leu Thr
125

Thr Leu Tyr
140

Gly Ala Thr
155

Tyr Gly Cys
Ser Gln Gly
val Pro Arg

205

Glu Tyr Trp
220

Ile Glu val
235

Ala Thr Val

Glu Cys Leu

ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
32 Basenpaare

{ix)

(A)
(B)
(C)
(D)

LANGE:
ART: Nucleotid
STRANGFORM: Einzelstrang
TOPOLOGIE: linear

His

110

Ser

Phe

val

Pro

Ser

190

val

Ile

Ile

Ser

Leu
270

Thr

Lys

Thr

Leu

Arg

175

Gly

Pro

Thr

Glu

val
255

ART DES MOLEKULS: Genom-DNA

HYPOTHETISCH: NEIN

ANTISENSE:

MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: misc_feature
(B) LAGE:18
(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "N ist Inosin"

MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: misc_feature
(B) LAGE:24
{D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "N ist Inosin"

NEIN

19

Gly
Ile
Gly
Arg
160
Ile
Ala
Pro
Ser
Gly

240

Leu

Phe
Lys
His
145
Asn
Gly
Asn
Met
Gly
225

Ile

Ala

Trp
Ser
130
Ser
Asp
Asn
Phe
Asp
210
Asn

Asn

His

Lys
115
Ala
Leu
Gly
Tyr
Arg
195
Phe
Gly

Ser

Leu

Ala

Met

Gly

Tyrx

Ala

180

vVal

Gly

Ala

Thr

Trp
260

Trp-
ser
Gly
Ser
165
Leu
Thr
?he
Ser
Ala

245

Tyr
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(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: misc_feature
(B) LAGE:30
(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "N ist Inosin"
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3:
TCCAAGCTTG ACGAACTNCA ACTNTTCGCN CA
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4:
(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 40 Basenpaare
{B) ART: Nucleotid
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA
(1ii) HYPOTHETISCH: NEIN
(iv) ANTISENSE: NEIN
(ix) MERXMAL: .
{A) NAME/SCHLUSSEL: misc_feature
(B) LAGE:40 )
(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "N ist A, C oder G"
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4:
GACTCGAGTC GACATCGATT TTTTTTTTTT TTTTTTTTTN
(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 5:
(1) SEQUENZKENNZEICHEN: )
(A) LANGE: 20 Basenpaare
(B) ART: Nucleotid
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(i1) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA
(i1i) HYPOTHETISCH: NEIN

(iv) ANTISENSE: NEIN

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: S:
GACTCGAGTC GACATCGATT

(2) ANGABEN 2ZU SEQ ID NO: 6:

20
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(1) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 42 Basenpaare
(B) ART: Nucleotid
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
5 (D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEK{ULS: Genom-DNA
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN

10 {iv) ANTISENSE: NEIN

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6:
GGAATTCACC TGCTAACCAT GTTCTCTGGA CGGTTTGGAG TG 42
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7:

(1) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 24 Basenpaare
(B) ART: Nucleotid
{C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

25 {ii).ART DES MOLEKULS: Genom-DNA
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN

(iv) ANTISENSE: NEIN

30

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7:

CGCCAGGGTT TTCCCAGTCA CGAC ’ 24
35 :

Patentanspriche
7 a0
’ 1. Aus Aspergillus isolierbare rekombinante Desoxyribonukleinsaure (DNA), dadurch gekennzeichnet, daB sie far
eine Lysophospholipase (LPL) codiert und die in SEQ ID NO 1 fir die reife LPL angegebene Nukleotidsequenz
oder eine davon abgeleitete Nukdeotidsequenz, die unter stringenten Bedingungen mit der in SEQ ID NO 1 fir die
reife LPL angegebenen Nuldeotidsequenz hybridisiert, aufweist.
45
2. " Rekombinante Desoxyribonukleinséure nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB sie aus Aspergiflus foe-
tidus isolierbar ist.

3. Vektor, enthaitend
50

a) DNA-Sequenzen zur Replikation des Vektors in E. coli,
b) DNA-Sequenzen zur Expression und Selgetion eines Polypeptids in einem Aspergillus-Stamm oder in
einem Trichoderma reesei-Stamm, die fir einen Promotor, eine Signalipeptidsequenz und gegebenentalls far
einen Terminator codieren,

55 c) eine fir ein Polypeptid codierende DNA-Sequenz, die funktionell mit den DNA-Sequenzen nach b) verbun-
den ist,

dadurch gekennzeichnet, da8 die DNA-Sequenz nach c) eine Nuldeotidsequenz entsprechend der in fr die reffe
LPL in SEQ ID NO 1 angegebenen Nuldeotidsequenz oder eine davon abgeleitete Nulleotidsequenz, die unter

21
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13.

14.

15.

16.
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stringenten Bedingungen miit der in SEQ 1D NO 1 firr die reife LPL angegebenen Nukleotidsequenz hybridisiert,
aufweist.

Vektor nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daf3 der Vektor ein Plasmid ist.
Vektor nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB der Vektor das Plasmid pKC3, pKC9 oder pKC12 ist.
Vektor nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB der Vektor ein Phage oder ein Cosmid ist.

Vektor nach mindestens einem der Anspriche 3 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB die DNA-Sequenzen nach
b). die fir einen Promotor codieren, ausgewahit sind aus der Gruppe TAKA-Amylase A-Promotor, gpdA-Promotor
aus Aspergillus nidulans, Pektinesterase-Promotor aus Aspergillus niger, Polygalakturonidase-Promotor aus
Aspergillus niger, Glucoamylase-Promotor aus Aspergillus niger oder Aspergillus awamori, Xylanase-Promotor
aus Aspergillus foetidus, Lysophosphatlipase-Promotor aus Aspergillus foetidus, Cellobiohydrolase(cbh )-Promo-
tor aus Trichoderma reesei.

Vektor nach mindestens einem der Anspriche 3 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB die DNA-Sequenzen nach
b). die flr eine Signalpeptidsequenz codieren, ausgewahit sind aus der Gruppe TAKA-Amylase A-Signalpeptidse-
quenz, Peldinesterase-Signalpeptidsequenz aus Aspergillus niger, Polygalakturcnidase-Signalpeptidsequenz aus
Aspergillus niger. Glucoamylase-Signalpeptidsequenz aus Aspergillus niger oder Aspergillus awamori, Xylanase-
Signalpeptidsequenz aus Aspergillus foetidus, Lysophospholipase-Signalpeptidsequenz aus Aspergillus foetidus,
Cellobiohydrolase-Signalpeptidsequenz (cbh 1) aus Trichoderma reesei.

Transformierter Wirtsorganismus zur Herstellung von Lysophosphdlipase, dadurch gekennzeichnet, daf der
Wirtsorganismus ein Aspergillus-Stamm oder ein Trichoderma reesei-Stamm ist und mit einem Vektor nach einem
der Anspriiche 3 bis 8 transformiert ist.

Transformierter Wirtsorganismus nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, da8 der Wirtsorganismus ein
Stamm von Aspergillus niger, Aspergillus awamori, Aspergiilus foetidus. Aspergiltus japonicus, Aspergillus phoeni-
cis, Aspergillus oryzae, Aspergillus sojae oder Trichoderma reesei ist.

Transformierter Wirtsorganismus nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB der Wirtsorganismus Asper-
gillus niger ATCC 10864, Aspergillus awamori NRRL 3112, Aspergillus awamori ATCC 11360, Aspergillus foetidus
RH 3046, Aspergillus foetidus ATCC 11359, Aspergillus japonicus ATCC 16873, Aspergillus phoenicis CBS
136.52, Aspergillus oryzae NRRL 695, Aspergillus sojae RH3782 oder Trichcderma reesei ATCC 26921 ist.

Verfahren zur Herstellung von Lysophospholipase durch Fermentation eines transformierten Wirtsorganismus in
einem geeigneten Kulturmedium und Gewinnung der Lysophospholipase aus dem zeflfreien Kulturfitrat, dadurch
gekennzeichnet, daB der transformierte Wirtsorganismus ein Aspergillus-Stamm oder ein Trichoderma reesei-
Stamm ist und mit einem Vektor nach einem der Anspriiche 3 bis 8 transformiert worden ist.

Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB der transfarmierte Wirtsorganismus ein Stamm von
Aspergillus niger, Aspergilius awamori, Aspergillus foetidus, Aspergillus japonicus, Aspergillus phoenicis, Aspergil-
lus oryzae. Aspergillus sojae oder Trichoderma reesei ist.

Verfahren nach Anspruch 12 oder 13, dadurch gekennzeichnet, daB der transformierte Wirtsorganismus eine
Transformante von Aspergillus niger ATCC 10864, Aspergillus awamori NRRL 3112, Aspergillus awamori ATCC
11360, Aspergillus foetidus RH 3046, Aspergillus foetidus ATCC 11359, Aspergillus japonicus ATCC 16873, Asper-
gillus phoenicis CBS 136.52, Aspergillus oryzae NRRL 695, Aspergillus sojae RH3782 oder Trichoderma reesei
ATCC 26921 ist. .

Enzymprodukt zur Verbesserung der Filtrationsleistung von Starkehydrolysaten, dadurch gekennzeichnet, daB es
eine mittels eines rekombinanten Aspergitlus- oder T, reesei-Stammes hergestelite Lysophospholipase enthaft.

Enzymprodukt nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB die Lysophosphofipase eine aus Aspergilius foe-
tidus isolierbare rekombinante Desoxyribonukleinsiure (DNA) mit der in SEQ ID NO 1 fir die reife LPL angegebe-
nen Nukleotidsequenz oder einer davon abgeleiteten Nukleotidsequenz, die unter stringenten Bedingungen mit
der in SEQ (D NO 1 r die reife LPL angegebenen Nuldeotidsequenz hybridisiert, ist.
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17. Maltosesirup-Filtrat, dadurch gekennzeichnet, daB es mit einem Enzymprodukt nach Anspruch 15 oder 16 erhal-
ten wurde.

23
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Figur 2: Plasmidkarte von pKC3
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